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論文内容の要旨
わが国では年間 500万 tの大豆が消費され，400万 t
は食用油脂に，100万 tが味噌，醤油，納豆，豆乳，豆
腐および「ゆば」などの様々な大豆加工品の製造に利用
されている。「ゆば」は，豆乳を加熱すると形成される
被膜であり，平安時代に中国より伝来したと言われ，今
日精進料理の素材として寺院が多い京都や日光などが
「ゆば」の代表的な産地となった。「ゆば」作りは，加熱
した豆乳の表面に形成された被膜を棒で引き上げる簡単
な操作であるが，その品質は被膜形成と共に豆乳液面か
らの水分蒸発量，すなわち製造時の温度や湿度などの環
境条件によって「ゆば」の硬さや収量が安定せず不良率
が高くなる。また，引き上げた「ゆば」（生ゆば）には
大豆由来の耐熱細菌が存在し，一般細菌数が 1g当たり
103∼104個と多く腐敗が早く，このため「乾燥ゆば」や
「揚げゆば」として加工し利用されて来た。生ゆばの風
味を提供するため，耐熱性細菌を死滅させるレトルト殺
菌が導入されたが，同殺菌によって「ゆば」が溶解する
など課題が多い。「ゆば」の形成機序が未解明であるた
め，製造条件と「ゆば」の品質との関係については十分
に研究されていない。
「ゆば」の形成については，岡本らが大豆分離タンパ
ク質（SPI）溶液を加熱するとタンパク質の被膜が生成
されること，同被膜中に大豆の主要タンパク質の b-コ
ングリシニンおよびグリシニンがジスルフィド結合
（SS結合）によって重合化したものが存在することを
報告している。このことから，「ゆば」はこれらのタン
パク質が SS結合することによって形成するとされて来
たがその後詳細な検討は行われず，両タンパク質のサブ
ユニットの挙動，重合物の会合による被膜化の機序，
「ゆば」中でタンパク質に次いで約 14%含有される脂質
の「ゆば」形成への影響および関与など，「ゆば」形成
の機序は未だに解明されていない。
本研究では，未解明であった「ゆば」の形成機序を解
明すると共に，その成果を基に「ゆば」の製造上におけ
る課題および品質の改良に関する研究を行った。以下に
研究成果の概要を記述した。
Ⅰ．「ゆば」を形成するタンパク質の確認と結合挙動に
ついて
1． タンパク質被膜の形成挙動
豆乳および豆乳と同じタンパク質濃度 3.0%（w/v）に
調整した SPI溶液 40mlを 90℃で加熱し，タンパク質
被膜の形成挙動を観察した。加熱時間 20分で 1枚目の
被膜が形成され，その後約 15分毎に被膜が形成された。
SPI 溶液より調製した被膜は，豆乳より調製した「ゆ
ば」に比べ薄く透明度が高かった。SDS-PAGEでは，
何れも同様に大豆主要タンパク質のグリシニンの酸性サ
ブユニット（GA），塩基性サブユニット（GB）および
b-コングリシニンの a，a’，bサブユニットが検出され
た。
なお，豆乳および SPI溶液に SH基修飾剤である N-
エチルマレイミド（NEM）10mMを加え，90℃にて加
熱したところ，両者共に被膜の形成はみられなかったこ
とから，SS 結合による各タンパク質分子間の結合が
「ゆば」形成の基本になっていることが確認された。
2．「ゆば」形成に関わるタンパク質の結合挙動
「ゆば」の骨格であるタンパク質被膜を構成する大豆
主要タンパク質のグリシニンの GA，GBおよび b-コン
グリシンの a，a’，bサブユニット分子同士の結合挙動
について，対角線電気泳動法にて解析を試みた。豆乳
40mlを 90℃で加熱し，タンパク質被膜を形成させた。
タンパク質被膜 10mg を 5M 尿素溶液 10ml にて溶解
し，SDS-PAGE（一次元 : 非還元）に供したところ GA
および GB の他，高分子量バンドが確認された。さら
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に，サブユニットの解析を行うため，ジチオスレイトー
ル（DTT）にて還元処理した後に二次元目の SDS-
PAGEに供した。その結果，対角線上には a，a’，bサ
ブユニットおよび GAおよび GBが確認され，分子内結
合を示す対角線右上にはタンパク質のバンドはみられな
かった。一方で，分子間 SS結合を示す対角線左下には
一次元目の SDS-PAGE における 200kDa および 70
kDaを示す分子量に 2つのレーンが確認され，200kDa
は a，a’，GAおよび 17kDa，70kDaは GA，GBおよ
び 17kDaのバンドが検出されたことから，これらのタ
ンパク質分子が 1分子ずつ SS結合にて結合し，2つ加
熱複合体が形成されることが示唆された。
以上，豆乳を加熱すると，大豆タンパク質の a，a’，
GA および 17kDa，また GA，GB および 17kDa のタ
ンパク質分子間で SS結合が形成され，これらの加熱複
合体が被膜の骨格となっていることが明らかになった。
さらに，これらの加熱複合体同士および加熱複合体と他
のタンパク質が会合し「ゆば」の被膜となることが推察
された。
Ⅱ．「ゆば」形成におけるタンパク質分子間相互作用に
ついて
先の実験結果から，「ゆば」は大豆タンパク質の a，
a’，GAおよび 17kDaからなる 200kDaと GA，GBお
よび 17kDaからなる 70kDaの 2種の複合体が骨格と
なっていることが明らかになった。膜状の「ゆば」が形
成されるためには，これらの複合体が凝集することが必
要である。そこで，複合体の凝集に関わる分子間相互作
用の影響について検討を行った。
1．「ゆば」の形成と分子間相互作用の関係
「ゆば」形成に及ぼすキレート結合，水素結合，イオ
ン結合および疎水性相互作用の影響について検討した。
それぞれの結合に影響を与える，エチレンジアミン四
酢酸二ナトリウム（EDTA），尿素，塩化ナトリウム
（NaCl）およびチオシアン酸ナトリウム（NaSCN）を
それぞれ豆乳に添加し，「ゆば」の形成状態を観察する
と共に重量，タンパク質量を測定した。
EDTAでは 20mM添加によって豆乳中のタンパク質
が沈殿し，「ゆば」は形成されなかった。尿素の添加で
は，「ゆば」重量は 1Mで 86%，2Mで 76%，5Mで 52%
と濃度の増加によって低下した。NaCl（50∼300mM）
および NaSCN（50∼200mM）の添加で，「ゆば」の重
量は約 10∼40%およびタンパク質量は約 5∼20%増加
した。
キレート結合を阻害すると被膜は形成されず，塩凝固
性の大豆タンパク質の特性に対し塩類との結合が重要で
あることが示唆された。水素結合はタンパク質分子の立
体構造の基本的な結合であり，尿素による水素結合切断
の増加に従い依存的に被膜形成が低下したことから，水
素結合の総量が被膜形成に影響を与えるものと推察し
た。大豆タンパク質に親水性を付与する NaClおよび疎
水性相互作用低下剤の NaSCN によって「ゆば」形成
性が向上した。両作用はタンパク質分子間および複合体
間の距離を広げることから，「ゆば」形成性を阻害する
予想に反する結果であった。
2． NaClおよび NaSCNのタンパク質間相互作用への
影響
大豆タンパク質の親水性の増加および疎水性相互作用
の低下によって，「ゆば」形成性が向上したので，その
要因を探るため NaClおよび NaSCNを添加した豆乳に
おいてタンパク質表面疎水性度を Nakaiらの方法にて，
遊離 SH基量を 7-クロロ-4-ニトロベンゾ-2-オキサ-1，
3-ジアゾル（NBD-Cl）法にて測定した。50および 300
mM の NaCl 添加によってタンパク質の表面疎水性度
は，それぞれ約 1.2および 1.4倍に，遊離 SH 基は約
1.1倍増加した。50および 200mM の NaSCN 添加に
よってタンパク質の表面疎水性度はそれぞれ約 1.1およ
び 1.2倍，遊離 SH基は 50mMNaSCNでは増加はみら
れなかったが，200mM NaSCNでは約 1.1倍に増加し
た。このような現象は，NaClがタンパク質分子間の電
気的な反発力を弱め，また NaSCN による疎水性相互
作用の低下によって，タンパク質分子間の会合力が小さ
くなり，分子表面に露出する遊離 SH基が増加したもの
と推察した。
3． NaClおよび NaSCNの「ゆば」形成への影響
SH残基はタンパク質内部の疎水性領域に存在する。
また，タンパク質は熱変性によって疎水性領域が露出
し，疎水性の高い領域同士が会合すると共にさらに露出
した SH残基によって分子間 SS結合が生じて凝集し，
不溶化が促進される。
そこで，NaClおよび NaSCNによってこの増加した
SH残基が，「ゆば」形成に与える影響について検討を
した。50mM NaCl および 200mM NaSCN の添加に
よって「ゆば」の重量はそれぞれ約 21および 11%増加
し，また被膜形成に要する時間はそれぞれ 2.5および 2
分間短縮し，「ゆば」形成速度が速くなった。
Ⅲ．「ゆば」形成における脂質の影響
1．「ゆば」と SPI溶液から調製した被膜の比較
豆乳およびタンパク質量を豆乳と同等に調整した SPI
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溶液を 90℃にて加熱し，形成した被膜を回収後，重量，
厚みおよび硬さならびに外観を比較した。「ゆば」では，
1枚の重量が 1263mg，厚みは 2.0mm，硬さは 27.7gf
であった。一方，SPI 被膜ではそれぞれ 471mg，1.0
mmおよび 11.7gfであり，「ゆば」に比べ軽く，薄く，
柔らかかった。また，「ゆば」では白濁していたのに対
し SPI被膜では高い透明度を示した。「ゆば」形成に，
脂質が大きな影響を及ぼすことが示唆された。そこで，
「ゆば」形成における脂質の影響を検討するため，SPI
溶液に大豆油を 0∼3%添加し，超音波ホモゲナイザー
にて乳化処理後，被膜を調製した。その結果，SPI溶液
では大豆油の増加に伴い被膜の重量は増加し，白く厚い
被膜が形成することが確認できた。また，豆乳と同含量
の脂質 2%では，「ゆば」と同等の破断力 27.3gfを示し，
被膜形成性およびその性状に脂質が大きな影響を及ぼし
ていることが明らかになった。
さらに，これらの被膜断面を電子顕微鏡にて観察した
結果，「ゆば」では，気相に接した表面が密な組織に
なっていたが，溶液に接していた裏面は多孔質な層に
なっていることが確認された。一方，SPI被膜は薄く，
被膜全体の組織が密であり，大豆油 3%SPI 被膜は，
「ゆば」と同様の組織を示したことから，「ゆば」が多孔
質な構造を形成することに脂質の存在が重要であること
が明らかになった。
2．「ゆば」中の脂質とタンパク質の観察
「ゆば」を凍結用包埋剤で満たした後，−80℃に凍結
させ，約 10mm の厚みに切片を切り出し，フッ化バリ
ウム（BaF2）ではさみ，赤外顕微鏡・IRイメージング
システム（FTIR-イメージング）にて測定した。その結
果，「ゆば」を構成するタンパク質相内に脂質が油滴と
して存在していることが確認された。
3．「ゆば」におけるタンパク質と脂質の存在状態の解
析
「ゆば」中における脂質の存在状態とタンパク質との
関係について検討するため，豆乳を超遠心分離（156,000
×g，30分間，4℃）に供し油層画分，可溶画分および
不溶画分に分画した。各画分のタンパク質について
SDS-PAGE（Me+）にて解析した。その結果，油層画
分に可溶および不溶画分にみられない 17kDaのタンパ
ク質が検出された。このバンドを切り出し LC/MS/MS
で分析を行い，Mascot データーベースを使用し，
NCBI Protein BLASTにて相同検索行った結果，大豆
のオイルボディ表層に存在する 16.5kDaのオレオシン
1-likeと同定した。先述（Ⅰ．2）の対角線電気泳動に
おいて 2つのタンパク質複合体の 17kDaタンパク質と
の関係が推察されたので，同様に LC/MS/MS解析に供
したところ，オレオシン 1-like と同定された。大豆オ
レオシンにはこのほか 24kDaおよび 18kDaが存在す
るが，オレオシン 1-likeのみにシステイン残基が存在
する。
このことから，「ゆば」の構成成分である脂質はオレ
オシンで覆われ油滴として存在し，オレオシン 1-like
が「ゆば」の骨格タンパク質と SS結合することにより
「ゆば」中に取り込まれていることが明らかになった。
Ⅳ．「ゆば」製造における品質の向上および生産性の効
率化
「ゆば」は豆乳を長時間加熱するため，その引き上げ
枚数の増加に伴い，「ゆば」が褐変化する。「ゆば」の色
調を維持するため，引き上げ枚数を制限するので収量が
低くなる。また，「ゆば」の硬さが安定しないため，形
状不良率も高い。さらに，「ゆば」には，大豆由来の耐
熱性芽胞形成細菌（B.licheniformis，B.subtilis）が存
在するため，冷蔵で 2∼3日しか日持ちがしない。冷凍
では融解時に「ゆば」に離水が生じ，ゆば本来の食感が
失われる。レトルト殺菌を試みたが，「ゆば」の一部が
溶解するなど形状不良が発生し，高温耐性の「ゆば」が
求められている。
1． NaCl添加「ゆば」の官能試験および品質評価
NaClの添加によって「ゆば」形成性を向上すること
が確認できたため，「ゆば」の品質に与える影響につい
て検討した。NaCl 添加濃度は，食味に適した 50mM
とした。まず，NaCl添加による「ゆば」の物性および
色調への影響を測定した。NaCl添加によって破断距離
および破断荷重とも無添加に比べ大きく増加した。色調
は NaCl添加によって明度（L値）がやや高く，赤色値
（a 値）は低く，黄色値（b 値）が高く，くすみが少な
く鮮やかな黄色を呈する「ゆば」が形成された。官能試
験では色および味，硬さについていずれも NaClを添加
した「ゆば」の方が好まれる傾向にあり，二者間に嗜好
差が認められた。
以上の結果より，50mMNaCl添加によって，「ゆば」
が硬くなり，色調も改善され食味評価および商品価値が
向上した。
Ⅴ． 総 括
「ゆば」の製造現場における問題点の解決を図るには，
「ゆば」の形成機序の解明は重要であるが，これまでの
研究では詳細な「ゆば」形成機構は未解明で有り，また
「ゆば」に多く含まれる脂質との関係性などは検討され
─ 106─
ていなっかった。
本研究によって「ゆば」は，タンパク質分子間の SS
結合や疎水性相互作用などによるタンパク質被膜の形成
と共に，タンパク質被膜に脂質が取り込まれることに
よって，破断力が増加し，膜厚になることが確認でき
た。また，大豆オイルボディの被膜タンパク質であるオ
レオシン 1-likeと豆乳中の a，a’，GAおよび GBタン
パク質分子が SS結合にて会合することによって，被膜
の骨格組織に脂質が取り込まれることが明らかとなっ
た。「ゆば」形成に関して，タンパク質被膜のより詳細
な形成機序ならびに脂質との関係性を解明するととも
に，その成果を基に製造工程の改良およびレトルト耐性
を付与した高品質「ゆば」を開発し，廃棄される「ゆ
ば」および豆乳量を減少させ，経費を削減することが出
来た。
審査報告概要
ゆばの形成メカニズムの詳細は不明で，ゆばの生産性
および品質の向上に大きな隘路となっていた。本研究で
は，ゆば形成における大豆タンパク質分子の相互の結合
関係を明らかにし，さらに脂質がゆばの形成に不可欠で
あること，タンパク質被膜への脂質の取り込み機序を解
明すると共に得られた知見を基に製造現場における品質
および生産効率の向上を実現した。加熱豆乳中 SS結合
にて 200kDaおよび 70kDaのタンパク質加熱複合体が
形成され，被膜の骨格となっていること，構成タンパク
質分子を解析し主要タンパク質の他 LC/MS/MS解析に
より油貯蔵体滴表面に存在するオレオシン 1-likeと同
定した。このことより，油滴はオレオシン 1-lileを介し
タンパク質被膜に取り込まれることが明らかとなった。
また，タンパク質分子間の会合力を弱めると，タンパク
質の分子表面に SH残基の露出量が多くなりタンパク質
分子間の SS結合が促進されゆば形成性および硬さが向
上すること，同効果に NaClの添加が有効であることを
見出した。この知見を基に製造現場においてゆば製造の
改善を行い，皮膜形成性の向上による廃豆乳の削減，品
質の安定化によるゆばの不良率低減などにより，生産効
率を向上させた。
以上，ゆば形成をタンパク質分子レベルで解明し，そ
の内容は学術的にも高く評価される共に，生産現場の課
題を解決した実践的な研究でありゆば生産に大きく寄与
した。よって審査員一同は，国正氏に博士（農芸化学）
の学位を授与する価値があると判断した。
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